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第 2章 実験方法 
 
第 1節 Exp.1 食餌性肥満モデルマウスの耐糖能，肝臓脂質蓄積お
よび炎症に及ぼすホエイペプチドとアミノ酸の影響 
 










 WPHを 100ml容三角フラスコに 2.5g秤量し，蒸留水 50mlを加えた。塩酸
で pH2.0に調整し，豚由来ペプシン(和光純薬工業株式会社)50mgを加え反応を
開始した。37℃で振盪し，120 分間消化を行った。その後，炭酸水素ナトリウ
ム溶液で pH7.4 に調整後，豚由来パンクレアチン(関東化学株式会社)4mg を加
え，同様に 120分間消化した。消化開始 0分，60分，120分，180分，240分
に人工消化液を 1.5mlエッペンチューブに 0.2ml採取し，速やかに-80℃で保存




 5週齢雄の C57BL/6Jマウス（日本チャールス・リバー株式会社）を 48匹
用いた。固形飼料（NMF;オリエンタル酵母工業株式会社）を用い，1週間の予






































































































RNeasy Mini kit(株式会社 Qiagen)のプロトコールに従い，14mlのチューブ
に Buffer RLT 調整液（Buffer RLT 1ml＋β-ME 10μl）を 1200μl分注し，
RNAlater(株式会社 Qiagen)で保存した肝臓を 20～30mg入れ，3分間ホモジナ
イザー(PRO サイエンティフィック社)でホモジナイズし，12000rpm で 3 分間
遠心した。上清を別のチューブへ 1000μl 移動し，同量の 50%エタノールを加
え，ピペッティング混和を行った。700μlのサンプルを 2mlのコレクションチ
ューブにセットした RNeasy Mini Spin Columnに入れ，10000rpmで，室温（15
～25℃）にて 15秒間遠心後，フロースルー分画を捨てた。残りのサンプルも同
様の操作を繰り返した。700μlの Buffer RW1を RNeasy Mini Spin Column
に入れ，10000rpmで 15秒間遠心した。フロースルー分画とコレクションチュ
ーブは捨て，RNeasy Mini Spin Columnを新しい 2mlコレクションチューブを
セットした。500μl の Buffer RPE を RNeasy Mini Spin Column に入れ，
10000rpmで 15秒間遠心した。同様に 500μlの Buffer RPEを RNeasy Mini 
Spin Columnに入れ，10000rpmで 2分間遠心した。RNeasy Mini Spin Column
に 2mlの新しいコレクションチューブをセットし，12000rpmで 1分間遠心し










測定した RNA量の濃度から計算して，5μg RNA/11.5μl DEPC処理水にし
た。使用試薬は，10mM dNTPs(TOYOBO株式会社) 2μl，0.3μg/ml Random 
primer(ライフテクノロジージャパン)1.5μl，5×Rever Tra ace Buffer 4μl，
Rever Tra ace(TOYOBO 株式会社) 1μl を混合し，Mixture8.5μl を 5μg 
RNA/11.5μl DEPC処理水に加え，緩やかにピペッティングした(Total 20μl)。





総量 12.5μlの系で実施した。使用試薬は，Master Mix(×2) (Power SYBR 
Green,ABI 社)6.25μl，Primer Fw(45μM)0.5μl，Primer Rv(45μM)0.5μl，
D2W 3.75μl を混合し，Mixture とした。Micro Amp(96-well)に 12.5ng/ml 









  Fw:CAGCCAACATCGCTGACATC 
  Rv:CAAAGTGGCTGGTGAAGCCT 
 
<p47phox> 
  Fw:ACTCTCACTGAATACTTCAACG 
  Rv:TCATCAGGCCGCACTTT 
 
<p67phox> 
  Fw:AAGCAAAAAGAGCCCAAGGAA 
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 Fw: GACCGCTCTCGAATCCTCTTATGTG 





















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































2-2-1 実験の概略  
















 動物は，室温 22±1℃，湿度 50±5%，12 時間明暗サイクル(8:00～20:00)で
飼育した。 






















上のペプチド，たんぱく質濃度を測定後，Bio-rad Protein Assay(Bio-Rad 























2．血清 15µl を採取し，内部標準 5µl を加え計 20µl にし，窒素気流下(40℃)で


























































































































































































































































































































































 5 週齢雄の C57BL/6J マウス(日本チャールス・リバー株式会社)を 30 匹用い
た。固形飼料（NMF;オリエンタル酵母工業株式会社）を用い，1週間の予備飼













































 Fw: CAGCGTTACGAGGTGGCTGTTA 
Rv: TGCCCAAGTGAAGGTCCAAAG 
 
<Stearoyl Coenzyme A desaturase 1: SCD1>  
  Fw: CCTTATCATTGCCAACACCAT 
  Rv: 5AGCCAACCCACGTGAGAGAA 
 
<glyceral-3-phosphate acyltransferase,mitochondrial: mtGPAT> 
  Fw: ACAGTTGGCACAATAGACGTTT 


























  リン酸二水素カリウム：和光純薬工業株式会社 
  リン酸水素二カリウム：和光純薬工業株式会社 
  アセチル CoA：SIGMA 
  NADPH：和光純薬工業株式会社 
  マロニル CoA：SIGMA 
 【操作】 





















 パルミトイル CoA：SIGMA 
【操作】 
① 緩衝液(100mM リン酸カリウム緩衝液，1.64mM 4-アミノアンチピリン，
21.2mM フェノール(pH7.4))を調整した。測定当日に 4mg の牛アルブミ


















               (1分間当たりの吸光度変化)×(反応液の容積ml)×1000 
比活性(n mol/min/mg protein)= 

































































































































































































































































































































































第 3章 実験結果および考察 
 




 人工消化試験の結果を Fig.1-1に示した。 
 ペプシン消化を行った 60分，120分ではほとんど分解されなかったが，トリ
プシン消化では約 45%分解され，最終的な消化残存率は 54.1%となった。 
 
3-1-2 成長結果 





























 肝臓脂質蓄積量の結果を Table3-1-4に示した。 
肝臓トリグリセリド蓄積量(mg/liver)は，たんぱく質の因子において有意差が














 耐糖能試験の結果を Table3-1-6，Fig.1-2，Fig.1-3に示した。 




















おいて AA群が CO群，WPH群と比べて有意に低値を示した。p40phox ，p67phox
について交互作用は認められなかったものの，p67phox において AA群が CO群
と比べて有意に低い値を示した。MCP-1はたんぱく質の因子において有意差が
あり，CO 群と比べて WPH 群で有意に低下した。SOD については，交互作用
は認められなかったが，たんぱく質の因子において有意差があり，CO群と比べ
てWPH群，AA群で有意に低下した。 
 転写因子である SREBP-1c 発現量は，交互作用が有意となり，MC において
AA 群が有意に低い値を示した。SREBP-2 発現量について交互作用は認められ
なかったが，CO 群に比べて WPH 群，AA 群で有意に低値を示した。PPARα











るが，WPH 群には見られない。また，AA 群にも脂肪滴が見られるが，CO 群
ほど大きいものは少なかった。 




















































































































ペプシン消化    トリプシン消化 
 






















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































 ラットの血清生化学値の結果を Table3-2-2に示した。 











 最終体重について，1日あたりの食餌摂取量に差はなかったが AA群で CO群
と比べて有意に低下した。また，肝臓重量は CO群と比べてWPH群および AA


























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































 耐糖能試験の結果を Table3-3-5，Fig.3-1に示した。 




 肝臓のmRNA発現量の結果を Table3-3-7に示した。 
 CO 群と LV 群，CO 群と WPH 群を比較すると，炎症マーカーである TNF-















































可能性が考えられる。今後，WPH 群と LV 群の具体的な吸収速度の差の確認，
および呼吸商を測定し，どの程度β酸化が活性化されるか確認する必要がある。 
炎症マーカーの発現については，LV群は CO群と比べて各項目で有意差は見


















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































肝臓の mRNA 発現量を測定すると，Exp.1 では ACC が WPH を添加(10%)
することで有意に発現が低くなっていた。炎症マーカーはWPH群でMCP-1の
発現が抑制された。糖質が分解されて生成されるグルコースは最終的にオキサ
ロ酢酸とアセチル CoAに代謝され，このアセチル CoAは ACCによってマロニ
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